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氏　　　名
崇窓麗篭忠恕器官譜紋荒駕門流窓貯忠恕品サ
r糖尿病性腎症における酸化ストレスにはプロテインキナーゼGβ・暦曜雷悪習墨よ誌宗鑑墓誌結
【研究の目的】
糖尿病モデル動物において、種々の抗酸化剤投与による腎病変の改善が報告されてい革。
しかし、酸化ストレスの増強が糖尿病腎糸球体で一次的に謹じているのか、また括性酸素
種がいかに産生されるのかについては明らかにされていない。括性酸素種の産生涯として
着目されているNADPH．0Ⅹidaseは、・細胞質subunitp47phox、P67phoxとNOXhomologues
脚0Ⅹ1、NOX4、gP91pho喪）・P2耳phoxからなる膜備合subunitが複合体を形成することに
よって括性化される。そこで、本研究では糖尿病腎糸球体での酸化ストレスの増強を証明
するとともに、NADPHoxidaseのS曲u血．発現、活性化、更にその括性化機構に関して検
討した。　　　　　　　．
【方跨】　′
実験1：S－Dラット6週齢（雄）にSTZ50m曲を静脈内投与し、糖尿病ラットを作
成した。一方血atebu飴rを投与したラットを印ntrOlとしたこ1）control（C翠ト2）糖尿
病P鞠、3）糖尿病＋insulin（I群）（insulinpellet皮下埋め込み）、4）糖尿病＋ruboKistamin
（RBXJKCβ特異的阻害剤）餌群）‘（10m帥封日、経口）の4群に分別し、4週後、以
下の実験を行った；一日尿中8・OHdG排泄量：Eu臨A法、腎糸球体酸化ストレス：8－OHdG
免疫組織化学染色、02‾産生（単離糸球体・糸球体懸濁液）：lucigenh法、MPHoxidase
subunitの岬岨発現（p4神hoE、P67phox、NOX4、gP91phox、P22phox、NOXl）：northem
blot法、蛋白発現・糸球体での膜移行（p47bhox、p67phox）：west蹴nⅡot絵。
・▲　■け
実験2：ad這0Vhu亘Ad・）G押、PKCβ査畢感染させた培養ラットメサンギウム細胞にお
ける、P叫hoE・・P印加Ⅸ（膜欄胞質・全細胞）発現をwcstemblot軋0才産生を
d軸血0成hidium染色法にて検討した。
・【結果】
実験1：1）庚申8－OHdG・排泄華はC群に比LD群において有意に増加しI・R群では
抑制されたよ2）腎糸球体8－OHdG免疫組織染色はC群に比LD群において著明に増加し、
ItR群では抑制された。3）単離腎糸球体における02’産生はC群に比LD群で有意に増
強し、I・R群で抑制された。更にdiphenyleniodonium（DPI）脚ADPHoxidaSe阻害剤）・tiron
（0才スカベンジャー）の添加にてこの02Ⅰ産生は完全に抑制された。4）糸球体懸濁韓にお
けるNADPHを基質とした02－産生はC群に比LD群において有意に増強し、I・R群では
抑制された。また、DPI、tironの添加にてこの02’産生は抑制された。5）糸球体p47phox・
（備考）1．論文内容要旨は、研究の呂的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、
2千字程度でタイプ等で印字すること0
2．米印の欄には記入しないこと0
（続　應）
p67phoxのmRNA．・・蛋白発葺引まC群に比LD群において有意に増加し、I群では抑制され
たが、・R癖では変化菅認めなかった。句糸球体mx4皿Ⅲ岨発鄭ま、C群に比LD群に
おいて有意に減少，し二I群では抑制されたがR群では変化を認めなかった。7）糸球体
p22phox、邸91画Ⅹ、．加0Ⅹ1mRKA発現はC・D群間で変化はなかった。8）糸球体での
p47phox・p叫hoxの膜移行はC群に比LD群で有意に増加し、R群で抑制を認めた・・．・
実験2．：Ad－PKCβ2過剰発現メサンギウム細胞において、P47bhox・p67phoxの膜移行
は発現量に変化なく有意に増加するとともに、dihydroethidiu皿染色も有意な増加を認めた。
F考察】　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
STZ誘発糖尿病ラット腎糸球体で時嘩化ストレスが糖尿病の早期から既に増強しており、
NADPHoxidasc由活性化が主な産生涯として役割を果たしていることが明らかとなった。
その0Ⅹidaseの括性化に埠、P47phox・p671）hoxの発現増加及び膜移行が関与し、PKCβ阻
害剤はそれら膜移行を抑制することによって、酸化ス‘トレスを改善した可能性が示唆され
た。また、PKCβ2過剰発現メサンギウム細胞においてもp47phox・p6年hox膜移行甲増強
及び02・産生増加を認臥PKCβのp47phox・P印hox膜移行を介したNADPH‘0Ⅹidasc括
性化による活性酸素種産生への関与が示された．
【結論】
糖尿病腎糸球体における酸化ストレスの増強には、P47phox・p印画0Ⅹ発現増強とともに、
′
PKCβ特性化によるそれら膿移行を介するNADPHoxidaseの括性化が重要である。
．　　鱈
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（学位論文審査の結果由要旨）
l
‘1．　l
°t
酸化ストレスの先進は、糖尿病性腎症の発症・進展機序の一つと考えられて
いる。
本研究は、ストレプトゾトシン（STZ）誘発糖尿病ラットの腎糸球体及びPKC p2を過
剰発現させたメサンギウム細胞を用いJl）‘酸化スルス耳進の証明、剖活性酸素種の
産生機構、3）酸化ストレスとPKCβ活性化との関連について検討したものである。
‘‥その結果、STZ誘発糖尿病ラット腎糸球体において酸化ストレスは克達しており、そ
の分子機構にPKCβの括性化によるp47phox、P67phoxの膜移行増加を介した
NADPHオキシダーゼの活憧化が関与していることが明らかになった。
本論文は、糖尿病性腎症の発症・進展における酸化ストレス克進の関与ならびにそ
の分子機構を解明したものであり、博士（医学）の学位論文に値する。
なお、本学位授与申請者は平成16年2月4日実施の論文内容とそれに関連した試
問を受け、合格と認められた。
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